I schemic stroke is one of the leading causes of death and disability in the world, resulting from the disruption of blood supply to the brain. Intervention requires the restoration of blood flow, which can lead to reperfusion injury. Oxidative stress is thought to be the primary event during this process 1 because reperfusion stimulates an overproduction of reactive oxygen species (ROS), such as hydrogen peroxide (H 2 O 2 ), which leads to the oxidation of proteins, lipids, and DNA and can induce cell proliferation, growth arrest, apoptosis, and necrosis.
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schemic stroke is one of the leading causes of death and disability in the world, resulting from the disruption of blood supply to the brain. Intervention requires the restoration of blood flow, which can lead to reperfusion injury. Oxidative stress is thought to be the primary event during this process 1 because reperfusion stimulates an overproduction of reactive oxygen species (ROS), such as hydrogen peroxide (H 2 O 2 ), which leads to the oxidation of proteins, lipids, and DNA and can induce cell proliferation, growth arrest, apoptosis, and necrosis. 2 Meanwhile, the dysfunction of superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase can compromise endogenous antioxidant defense mechanisms and further exacerbate oxidative stress and ischemic/reperfusion (I/R) injury. 3, 4 Nuclear factor erythroid 2-related factor (Nrf)2 activates the transcription of antioxidant stress genes whose products act concertedly to remove ROS through sequential enzymatic reactions. 5 Studies have uncovered the potential for Nrf2-mediated transcription to protect from neurodegeneration resulting from mechanisms involving oxidative stress. For this reason, Nrf2 is considered a valuable therapeutic target for free radical damage in brain after ischemia and reperfusion.
MicroRNAs (miRs) are small (≈22 nt), noncoding, singlestranded RNA molecules that regulate gene expression at the posttranscriptional level by inhibiting translation or by cleaving RNA transcripts in a sequence-specific manner. 6 MiR-424 is a tumor marker that is involved in cancer cell proliferation,
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February 2015 migration, and invasion, with a demonstrated role in cell cycle regulation. 7, 8 It can also promote monoblastic cell differentiation, 9 ,10 modulate vascular endothelial and smooth muscle cell phenotype and angiogenesis, 11, 12 and improve pulmonary hypertension in experimental models. 13 With respect to cerebrovascular disease, studies have shown that the miR-424 level is decreased in the blood and brain tissue of ischemic stroke patients and experimental animals.
14, 15 We have recently reported that miR-424 exerts neuroprotective effects in a permanent cerebral ischemia model by suppressing microglia activation via translational suppression of key activators of the G1/S phase transition. 15 However, its influence on cerebral I/R remains unclear, and there is presently no direct evidence of the effect of miR-424 on neuronal injury under oxidative stress conditions. As recommended by Stroke Therapy Academic Industry Roundtable for stroke preclinical study, permanent occlusion model should be studied first, followed by transient models. 16 Therefore, the present study investigated the role of miR-424 in transient cerebral I/R injury in mice and mechanisms of neuroprotection and whether miR-424 protects neurons from oxidative stress via an Nrf2-independent pathway.
Methods
Mouse Model of Focal Cerebral I/R
Animal experiments were performed in accordance with the guidelines of the Institutional Animal Care and Use Committee of Capital Medical University. Male C57BL/6J mice, weighing 22 to 25 g, were purchased from Vital River Laboratory Animal Technology Co. Ltd (Beijing, China). Middle cerebral artery occlusion (MCAO) 17 was performed to induce focal ischemia after intracerebroventricular injection of miR-424 angomir or vehicle solution. Reperfusion was established after 1 hour. Regional cerebral blood flow was monitored by laser Doppler flowmetry (PeriFlux System 5000; Perimed, Järfälla, Sweden) to confirm the occurrence of ischemia (regional cerebral blood flow <80% of baseline) and reperfusion (regional cerebral blood flow >70% of baseline). Body temperature was maintained at 37.0°C±0.5°C during surgery using a temperature-controlled heating pad (CMA 150; Carnegie Medicin, Stockholm, Sweden). Infarct volumes were measured by staining brain sections with 2, 3, 5-triphenyltetrazolium chloride (1.5%) 24 hour after reperfusion. Ischemic core and peri-infarct areas were identified and isolated as previously described. 18 Animals were randomly divided into 5 groups: sham (n=15), ischemia 1 hour/reperfusion 1 hour (I/R 1 hour; n=3), ischemia 1 hour/reperfusion 4 hours (I/R 4 hours; n=3), ischemia 1 hour/ reperfusion 24 hours (I/R 24 hours; n=25), and ischemia 1 hour/reperfusion 24 hour+miR-424 angomir treatment (I/R+miR424; n = 22).
MiR-424 Angomir Intracerebroventricular Injection
MiR-424 angomir and the negative control were purchased from GenePharma (Shanghai, China) and administered as previously described 15 : 9 μL of miR-424 angomir or the control (100 μM) were mixed with 2.5 μL Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA) and incubated at 37°C for 30 minutes; 7 μL of the mixture was administered immediately by right intracerebroventricular injection, 19 and the needle was kept in place for 10 minutes before MCAO.
Real-Time PCR
MiR-424 level in the peri-infarct cortex 18 after I/R injury was measured by real-time PCR. Total RNA was extracted from 30 mg brain tissue with TRIzol reagent (Invitrogen), and 500 ng were reverse-transcribed into cDNA using SuperScript III reverse transcriptase (Invitrogen) and miR-424 primers (GenePharma, Shanghai, China) with the following sequences: 5′-CCA GCA GTT CAA AAC ATG AAT TG-3′ and 5′-TAT GGT TGT TCT CGA CTC CTT GAC-3′. The expression of mature miR-424 was measured using Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Fermentas, Burlington, Canada) and the StepOne detection system (Applied Biosystems, Foster City, CA) according to the manufacturer's instructions, with U6 used as an internal control.
Measurement of Intracellular ROS
The fluorescent probe dihydroethidium (Vigorous Biotechnology Beijing Co, Ltd, Beijing, China) was used to measure ROS production. Frozen coronal brain sections (20 μm) were fixed with acetone and incubated for 2 hours in a blocking solution containing 5% bovine serum albumin followed by incubation for 60 minutes with 2 μmol/L dihydroethidium in the dark. After washing 3 times with phosphatebuffered saline, sections were counterstained with DAPI to visualize nuclei and then examined by fluorescence microscopy (Carl Zeiss, Jena, Germany). The experiment was performed in triplicate.
Western Blotting
The peri-infarct cortex was dissected 24 hours after reperfusion. Samples were processed for western blot analysis as previously described. 19 Primary antibodies were as follows: rabbit monoclonal antimanganese (Mn)SOD (1:800), mouse monoclonal antiextracellular (Ec) SOD (1:500), and rabbit polyclonal anti-Nrf2 (1:800; all from Abcam, Cambridge, UK) and rabbit polyclonal antiβ-actin (1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), which was used as a loading control. Bands were detected using horseradish peroxidase-conjugated secondary
Figure 2. MiR-424 protects against ischemia/reperfusion (I/R) injury in mice.
A, Cerebral infarct volume evaluated by 2, 3, 5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining of coronal brain sections (n=10). B, Neuronal apoptosis in the ipsilateral cortex as detected by terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) and DAPI double staining (n=3). I/R denotes mice were subjected to middle cerebral artery occlusion (MCAO) for 1 h followed by reperfusion for 24 h; I/ R+miR424 denotes mice were subjected to MCAO for 1 h followed by reperfusion for 24 h, with miR-424 angomir administered by intracerebroventricular injection immediately before ischemia. Values represent mean±SEM. *P<0.05 vs sham group; ▲ P<0.05 vs I/R group. MiR-424 reduces oxidative stress after ischemia/reperfusion (I/R) in mice. A, Reactive oxygen species (ROS) level in the peri-infarct cortex was detected by dihydroethidium (DHE) and DAPI double staining (n=3). B, Malondialdehyde (MDA) content in the peri-infarct cortex (n=6). I/R denotes mice were subjected to middle cerebral artery occlusion (MCAO) for 1 h followed by reperfusion for 24 h; I/R+miR424 denotes mice were subjected to MCAO for 1 h followed by reperfusion for 24 h, with miR-424 angomir administered by intracerebroventricular injection immediately before ischemia. Values represent mean±SEM, *P<0.05 vs sham group; Figure 4 . MiR-424 upregulates antioxidant expression and activity in the cortex after ischemia/reperfusion (I/R) injury. A, MnSOD protein level in peri-infarct cortex, as determined by western blotting (n=3). B, Effect of miR-424 on MnSOD activity (n=6). EcSOD (C) and Nrf2 protein levels (D) in peri-infarct cortex as determined by western blotting (n=3 each). I/R denotes mice were subjected to middle cerebral artery occlusion (MCAO) for 1 h followed by reperfusion for 24 h; I/R+miR-424 denotes mice were subjected to MCAO for 1 h followed by reperfusion for 24 h, with miR-424 angomir administered by injection immediately after ischemia. Values represent mean±SEM. *P<0.05 vs sham group, ▲ P<0.05 vs I/R group. 
Results
MiR-424 Expression Is Upregulated After Transient Cerebral I/R
We previously reported that the miR-424 level on the ipsilateral side of the brain decreased in a time-dependent manner during permanent focal cerebral ischemia. 15 To assess the effects of miR-424 on transient cerebral I/R injury, miR-424 expression in the peri-infarct cortex was investigated by real time PCR at 1, 4, and 24 hours after reperfusion ( Figure 1A) . In contrast to changes that occur during permanent ischemia, 15 miR-424 levels in the periinfarct cortex increased at 1 and 4 hours and decreased at 24 hours relative to sham-operated mice ( Figure 1B ; P<0.05).
MiR-424 Protects the Brain Against I/R Injury
To evaluate the role of miR-424 in cerebral I/R injury, the effect of miR-424 angomir delivered via intracerebroventricular injection was examined by measuring infarct volume and neuronal apoptosis after 1 hour of ischemia and 24 hours of reperfusion. 2, 3, 5-Triphenyltetrazolium chloride staining showed that miR-424 angomir reduced cerebral infarct volume relative to the I/R group (Figure 2A ; P<0.05). Few TUNEL-positive cells were detected in the cortex of shamoperated mice; in contrast, I/R increased the number of TUNEL-positive cells in the cortex, an effect that was abrogated by miR-424 angomir treatment ( Figure 2B ; P<0.05). These results demonstrate that miR-424 attenuates cerebral I/R injury in the cortex.
MiR-424 Suppresses I/R-Induced Oxidative Stress in the Brain
To assess whether miR-424 treatment can attenuate oxidative stress induced by cerebral I/R in vivo, ROS production and the level of the lipid peroxidation marker MDA were evaluated. Dihydroethidium staining showed that ROS production increased after reperfusion; this increase was abrogated by miR-424 angomir treatment ( Figure 3A ; P<0.05). I/R similarly increased MDA content in the peri-infarct cortex relative to the sham group, but the level was suppressed by miR-424 angomir treatment (Figure 3B and 3C; P<0.05). These data indicate that miR-424 inhibits ROS production and can protect the brain against oxidative damage induced by I/R.
MiR-424 Induces the Upregulation in MnSOD, EcSOD, and Nrf2 Expression After I/R
MnSOD and EcSOD have antioxidant activity that reduces ROS, whereas Nrf2 is a redox-sensitive transcription factor that activates SOD expression, thereby protecting cells against oxidative stress. [20] [21] [22] To investigate the effect of miR-424 on antioxidant enzyme expression and activity in vivo, MnSOD and EcSOD expression and MnSOD activity in the periinfarct cortex were assessed by western blot and biochemical analyses. MnSOD protein levels were similar in the I/R and sham-operated groups, but were upregulated by miR-424 angomir treatment ( Figure 4A ; P<0.05). MnSOD activity was increased on I/R as compared with the sham-operated animals and was further increased by miR424 treatment ( Figure 4B ; P<0.05). Similar changes were observed for EcSOD expression, which was markedly elevated in the miR-424 angomirtreated group as compared with the sham-operated and I/R groups ( Figure 4C ; P<0.05). In addition, miR-424 angomir treatment also induced an upregulation in Nrf2 expression relative to the I/R group ( Figure 4D ; P<0.05).
MiR-424 Blocks H 2 O 2 -Induced Oxidative Damage in Primary Cortical Neurons
To directly assess the antioxidative effects of miR-424, primary cortical neurons transfected with miR-424 or control angomir were treated with H 2 O 2 , and cell viability and LDH release were evaluated. H 2 O 2 exposure reduced the viability of neurons and increased LDH level. On the other hand, miR-424 angomir treatment increased the cell viability ( Figure 5A ; P<0.05) and suppressed LDH release ( Figure 5B ; P<0.05). The protective function of miR-424 on cell viability was blocked by siRNA-mediated knockdown of Nrf2 expression and SOD inhibitor treatment; LDH release was partly inhibited by Nrf2 depletion and suppressed by the SOD inhibitor ( Figure 5B ; P<0.05).
To confirm the positive effects of miR-424 on antioxidants in vitro, MnSOD activity and MDA content were examined. The biochemical analysis revealed that MnSOD activity in 
Discussion
The present study investigated the role of miR-424 in mice with cerebral I/R injury and in primary cortical neurons subjected to oxidative stress induced by H 2 O 2 . MiR-424 levels first increased and then decreased in the peri-infarct cortex over a 24-hour period after I/R. MiR-424 angomir administered immediately after ischemia reduced cerebral infarct size, neural cell apoptosis, and oxidative stress in the brain. These effects were accompanied by increased SOD and Nrf2 expression and SOD activity, demonstrating that miR-424 protects against transient focal I/R injury by stimulating antioxidant responses in neurons. Excessive ROS formation is a deleterious effect of cerebral I/R injury, leading to oxidative stress and ultimately to neuronal death. 23 The present study showed that miR-424 abrogated the increases in ROS and MDA levels in the peri-infarct cortex after I/R and H 2 O 2 -induced oxidative stress in primary cortical neurons. MiR-424 also blocked the increase in LDH leakage and MDA content caused by H 2 O 2 and improved cell viability and MnSOD activity of primary cortical neurons; these protective effects were inhibited by Nrf2 knockdown and SOD inhibitor treatment. Taken together, these results demonstrate that miR-424 reduces oxidative stress both in vivo and in vitro.
MiRNAs are implicated in the cellular response to oxidative stress via several different mechanisms [24] [25] [26] [27] ; of these, the antioxidant defense system is responsible for preventing ROS accumulation during cerebral I/R. Some miRNAs directly target antioxidant/oxidant genes; for instance, miR-34a induces apoptosis in the human glioma cell line via enhanced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 2 expression and ROS production, 24 whereas miR-155 modulates ROS level by targeting SH2-domain-containing inositol 5-phosphatases in macrophages. 25 Additionally, miRNAs prevent oxidative stress-induced cell apoptosis; for example, miR-214 protects cardiac myocytes against H 2 O 2 -induced injury by targeting phosphatase and tensin homolog, 26 whereas miR-92a inhibits H 2 O 2 -induced vascular smooth muscle cell apoptosis by targeting the mitogen-activated protein kinase kinase 4-cJun N-terminal kinase 1 pathway. 27 The present study investigated the effect of miR-424 on the expression and activity of the endogenous antioxidants MnSOD and EcSOD, 2 enzymes that help the brain recover from I/R injury. 28 [30] [31] [32] [33] [34] In this study, Nrf2 expression was induced by miR-424, suggesting that it is a target of miR-424 regulation; in addition, the protective function of miR-424 on neuron was inhibited by Nrf2 depletion and SOD inhibition. These results demonstrate that miR-424 positively regulates the endogenous antioxidant system in neurons, providing protection against oxidative damage during transient cerebral I/R. However, further studies are required to elucidate the detailed mechanisms underlying the regulation of Nrf2 and SOD by miR-424.
Conclusions
The present study demonstrated that miR-424 overexpression protects against transient focal cerebral I/R injury in vivo and suppresses H 2 O 2 -induced oxidative stress injury in vitro via activation of the cellular antioxidant response. These findings substantiate the results of our previous study, which showed that a high level of miR-424 is associated with a better outcome in ischemic stroke patients. 15 MiR-424 is therefore a promising diagnostic and therapeutic tool for ischemic stroke. However, it is far away from the clinical application because of some severe problems waiting to solve; one problem is how to bring the miRNA into the brain. Obviously, direct injection of the miRNA-mimic into the brain would be limited in the patients for the secondary injury of the surgery and the expensive fees. Intravenous delivery is easy and safe, but the disadvantage is the poor distribution in the brain because of blood brain barrier. Recently, intranasal delivery of miRNA to the brain comes up. 35 The efficacy of miR-424 through intravenous injection or intranasal delivery in a mouse model of stroke will be the subject of future investigations. 19 
подавлению апоптоза нейронов после ишемии/реперфузии, уменьшению образования активных форм кислорода и содержания малонового диальдегида в ткани коры, и повышению экспрессии и активации Mn-СОД, а также экспрессии внеклеточной СОД и редокс-чувствительного фактора транскрипции ядерного фактора эритроид 2-связанного с фактором 2. В культурах нейронов под воздействием микроРНК-424 произошло уменьшение H 2 O 2 -индуцированного повреждения, о чем свидетельствовало уменьшение высвобождения лактатдегидрогеназы и содержания малонового диальдегида и увеличение жизнеспособности клеток и активности Mn-СОД; протекторное влияние микроРНК-424 в отношении оксидантного стресса изменялось в противоположном направлении при нокдауне гена ядерного фактора эритроид 2-связанного с фактором 2 и введением ингибитора СОД. Выводы. МикроРНК-424 защищает от транзиторного пов-реждения головного мозга при ишемии/реперфузии путем подавления оксидантного стресса.
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Ишемический инсульт, возникающий в результате нарушения кровоснабжения головного мозга, являет-ся одной из ведущих причин смерти и инвалидности в мире. При этом состоянии необходимо восстановить кровоток, что в свою очередь может привести к раз-витию реперфузионного повреждения. Оксидантный стресс считается основным событием во время этого процесса [1] , поскольку реперфузия стимулирует избы-точное образование активных форм кислорода (АФК), таких как перекись водорода (Н 2 О 2 ), что приводит к окислению белков, липидов и ДНК и может индуци-ровать клеточную пролиферацию, прекращение роста, апоптоз и некроз [2] . Между тем дисфункция суперок-сиддисмутазы (СОД) и глутатионпероксидазы может поставить под угрозу эндогенные механизмы антиокси-дантной защиты и усугубить оксидантный стресс и ише-мическое/реперфузионное (И/Р) повреждение [3, 4] . Ядерный фактор эритроид 2-связанный с фактором 2 (Nrf2) активирует транскрипцию генов антиоксидан-тного стресса, и образованные вещества согласованно удаляют АФК посредством последовательных фермен-тативных реакций [5] . В некоторых исследованиях рас-крыли потенциал Nrf2-опосредованной транскрипции в отношении защиты от нейродегенерации в резуль-тате механизмов, связанных с оксидантным стрессом. По этой причине Nrf2 считается ценной терапевти-ческой мишенью при повреждении головного мозга свободными радикалами после ишемии и реперфузии.
МикроРНК являются мелкими (≈22 нт) некодиру-ющими одноцепочечными молекулами РНК, которые регулируют экспрессию генов на посттранскрипци-онном уровне путем ингибирования трансляции или путем расщепления РНК-транскриптов в определен-ной последовательности [6] . МикроРНК-424 является опухолевым маркером, который участвует в пролифе-рации, миграции и инвазии раковых клеток с извест-ной ролью в регуляции клеточного цикла [7, 8] . Она также способствует дифференцировке монобластных клеток [9, 10] , модулирует фенотип клеток сосудистого эндотелия и гладкой мускулатуры, ангиогенез [11, 12] и повышает легочное давление в эксперименталь- 
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ных моделях [13] . Относительно цереброваскулярной патологии, в ряде исследований продемонстрировали, что содержание микроРНК-424 в крови и ткани голо-вного мозга снижается у пациентов с ишемическим инсультом и у животных в моделях инсульта [14, 15] . В недавно проведенном исследовании нами было показано, что микроРНК-424 оказывает нейропротек-торное действие в модели хронической церебральной ишемии, подавляя активацию микроглии посредст-вом трансляционной супрессии основных актива-торов G1/S фазового перехода [15] . Однако ее влия-ние на церебральную И/Р остается неизвестным, и в настоящее время не существует прямых доказательств влияния микроРНК-424 на повреждение нейронов в условиях оксидантного стресса. В соответствии с рекомендациями Stroke Therapy Academic Industry Roundtable по проведению доклинических исследо-ваний при инсульте, сначала следует изучать модели со стойкой окклюзией, а затем модели с транзиторной окклюзией [16] . Поэтому в настоящем исследовании исследовали роль микроРНК-424 при транзиторном И/Р повреждении головного мозга у мышей, механиз-мы нейропротекции, а также потенциал протектор-ного действия микроРНК-424 в отношении нейронов в условиях оксидантного стресса посредством Nrf2-независимого пути.
■ МЕТОДЫ Модель очаговой церебральной ишемии/реперфузии у мышей Эксперименты на животных были проведены в соответствии со стандартами Институционального комитета по уходу за животными и их использова-нию Столичным медицинским университетом. Самцов мышей линии C57BL/6J массой от 22 до 25 г приоб-рели в Vital River Laboratory Animal Technology Co. Ltd (Пекин, Китай). После интравентрикулярной инъек-ции ангомира микроРНК-424 или контрольного раст-вора выполняли окклюзию средней мозговой артерии (ОСМА) [17] для индуцирования ишемии. Через 1 час добивались реперфузии. Региональный церебральный кровоток контролировали с помощью лазерной доппле-ровской флоуметрии (PeriFlux System 5000; Perimed, Ярфалла, Швеция) для подтверждения развития ише-мии (региональный церебральный кровоток <80% от исходного) и реперфузии (региональный церебраль-ный кровоток >70% от исходного). Во время операции поддерживали температуру тела на уровне 37,0±0,5°С с использованием электрогрелки с регулируемой тем-пературой (СМА 150; Carnegie Medicin, Стокгольм, Швеция). Объем очага ишемии измеряли с помощью окрашивания срезов головного мозга 2,3,5-трифенил-тетразолинхлоридом (1,5% раствор) через 24 часа после реперфузии. Методы выделения и изоляции ядра ишемии и тканей периинфарктной зоны были описаны ранее [18] . Животных случайным образом разделили на 5 групп: псевдовмешательство (n=15), ишемия/репер-фузия через 1 час (И/Р 1 час, n=3), ишемия/реперфузия через 4 часа (И/Р 4 часа; n=3), ишемия/реперфузия через 24 часа (И/Р 24 часа; n=25) и ишемия/реперфузия через 24 часа+введение ангомира микроРНК-424 (И/ Р+микроРНК-424; n=22).
Интрацеребровентрикулярное введение ангомира микроРНК-424
Ангомир микроРНК-424 и отрицательный контроль приобрели в GenePharma (Шанхай, Китай) и вводи-ли способом, описанным ранее [15] [19] , иглу удерживали в месте инъекции в течение 10 минут до ОСМА.
ПЦР в режиме реального времени
Содержание микроРНК-424 в периинфарктной коре [18] после И/Р повреждения определяли с помощью ПЦР в режиме реального времени. РНК экстрагиро-вали из 30 мг ткани головного мозга с использовани-ем реагента TRIzol (Invitrogen), а 500 нг подвергали обратной транскрипции с кДНК с использованием обратной транскриптазы SuperScript III (Invitrogen) и праймеров микроРНК-424 (GenePharma, Шанхай, Китай) в следующей последовательности: 5'-CCA GCA GTT CAA AAC ATG AAT TG-3′ и 5′-TAT GGT TGT TCT CGA CTC CTT GAC-3. Экспрессию зрелой микроРНК-424 измеряли с помощью систем Maxima SYBR Green qPCR (Fermentas, Берлингтон, Канада) и StepOne detection system (Applied Biosystems, Фостер Сити, Калифорния) в соответствии с инструкциями изготовителей, а в качестве внутреннего контроля использовали U6.
Культуры первичных кортикальных нейронов и лечение
Первичные кортикальные нейроны получали у 1-днев-ных самцов мышей линии C57BL/6 J и культивировали в нейробазальной среде (Invitrogen) с добавлением 2% В27 (Invitrogen), 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мг/мл стрептомицина при температуре 37 °С и содер-жании 5% CO 2 в воздухе. МикроРНК-424 или конт-рольный ангомир и короткие интреферирующие РНК Nrf2 (GenePharma) в конечной концентрации 62,5 нмоль/л (согласно результатам теста градиента кон-центрации; данные не показаны трансфектировали в первичные кортикальные нейроны в течение 48 часов с помощью реагента для трансфекции липофектамина RNAiMAX в соответствии с протоколом производителя. Последовательности киРНК Nrf2: смысловая, 5-CGA GAA GUG UUU GAC UUU ATT-3, и антисмысловая, 5′-UAA AGU CAA ACA CUU CUC GTT-3′. Первичные кортикальные нейроны подвергали воздействию 200 мкмоль/л Н 2 О 2 ; через 1 час добавляли ингибитор СОД диэтилдитиокарбамат натрия (12,5 мкмоль/л; SigmaAldrich, Сэнт Луис, Миссури на 5 часов, а затем для проведения анализа разделяли нейроны и супернатант. 
Введение концевой метки биотинилированным dUTP с использованием терминальной дезоксинуклеотидилтрансферазы
Апоптоз нейронов оценивали в замороженных коро-нальных срезах толщиной 20 мкм с помощью набора In Situ Cell Death Detection Kit-POD (Roche, Сан-Франциско, Калифорния) при соблюдении инструк-ций изготовителя.
Измерение внутриклеточных АФК
Для измерения АФК использовали флуоресцентный датчик дигидроэтидиум (Vigorous Biotechnology Beijing Co, Ltd, Пекин, Китай). Замороженные корональ-ные срезы головного мозга (20 мкм) фиксировали ацетоном и инкубировали в течение 2 часов в блоки-рующем растворе, содержащем 5% бычий сывороточ-ный альбумин, с последующей инкубацией в течение 60 минут с 2 мкмоль/л дигидроэтидиума в темно-те. После 3-кратной промывки в фосфатно-солевом буферном растворе срезы докрашивали с помощью DAPI для визуализации ядер и затем исследовали с помощью флуоресцентной микроскопии (Carl Zeiss, Йена, Германия). Эксперимент повторяли 3 раза.
Вестерн-блоттинг
Периинфарктную область головного мозга рассе-кали через 24 часа после реперфузии. Образцы ткани обрабатывали для проведения вестерн-блоттинга мето-дами, описанными ранее [19] . Использовали следую-щие первичные антитела: кроличьи моноклональные анти Mn-СОД (1:800), мышиные моноклональные антиэкстрацеллюлярные (Ес) СОД (1:500) и кроли-чьи поликлональные анти-Nrf2 (1:800; все из Abcam, Кембридж, Великобритания), а также кроличьи поли-клональные антитела antiβ-актин (1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Санта Круз, Калифорния) в качест-ве контроля загрузки. Полосы выявляли с исполь-зованием вторичного антитела, конъюгированного с пероксидазой хрена (1:2000; Santa Cruz Biotechnology), иммунореактивность визуализировали с помощью сов-ременного набора для хемилюминесценции.
Биохимические методы
Гомогенаты ткани периинфарктной коры (10% масса/объем) и первичные нейроны коры ресуспенди-ровали в холодном фосфатно-солевом буферном рас-творе. Активность Mn-СОД и содержание малонового диальдегида (МДА) оценивали с использованием набо-ра MnSOD assay kit with WST-1 (Beyotime Institute of Biotechnology, Цзянсу, Китай) и MDA assay kit (Nanjing Jiancheng Bioengineering Institute, Нанкин, Китай), соответственно, согласно протоколам производителей.
Статистический Анализ
Данные представили в виде средних значений±стандартная ошибка средней (СОШ) и про-анализировали с помощью t-теста и 2-стороннего дис-персионного анализа с последующим проведением теста Ньюмана-Кейла. Значения при р<0,05 считали статистически значимыми.
■ РЕЗУЛЬТАТЫ После транзиторной И/Р активируется экспрессия микроРНК-424 В ранее проведенном исследовании мы продемонст-рировали, что при хронической очаговой церебральной ишемии на ипсилатеральной стороне головного мозга в динамике происходит снижение содержания мик-роРНК-424 [15] . Для изучения влияния микроРНК-424 при транзиторном И/Р повреждении головного мозга экспрессию микроРНК-424 в периинфарктной коре исследовали с помощью ПЦР в режиме реального вре-мени через 1, 4 и 24 часа после реперфузии (рис. 1А). В отличие от изменений, которые происходят во время хронической ишемии [15] , содержание микроРНК-424 в периинфарктной коре было повышено через 1 и 4 ч аса и снижено через 24 часа по сравнению с животными группы псевдовмешательства (рис. 1Б; р<0,05).
МикроРНК-424 защищает головной мозг от И/Р повреждения
Для оценки роли микроРНК-424 при церебральном И/Р повреждении влияние интрацеребровентрикуляр-ного введения ангомира микроРНК-424 исследовали путем измерения объема очага ишемии и выраженности апоптоза нейронов через 1 час ишемии и через 24 часа реперфузии. При окрашивании 2, 3, 5-трифенилтет-разолинхлоридом выявлено, что после введения анго-мира микроРНК-424 произошло уменьшение объема очага ишемии головного мозга по сравнению с группой И/Р (рис. 2А, см. на цв. вклейке; р<0,05). Несколько TUNEL-положительных клеток было обнаружено в коре у мышей группы псевдовмешательства; в отличие от этого И/Р приводила к увеличению числа TUNEL-положительных клеток в коре головного мозга, а при введении ангомира микроРНК-424 этот эффект исче-зал (рис. 2Б, см. на цв. вклейке; р<0,05). Эти резуль-таты показывают, что микроРНК-424 уменьшает И/Р повреждение коры головного мозга.
МикроРНК-424 подавляет И/Р-индуцированный оксидантный стресс в головном мозге
Для оценки влияния микроРНК-424 на подавле-ние оксидантного стресса, вызванного церебральной И/Р in vivo, изучали образование АФК и содержа-ние маркера перекисного окисления липидов МДА. Окрашивание дигидроэтидиумом показало, что после реперфузии усилилось образование АФК; при вве- Аналогичным образом при И/Р отметили повышение содержания МДА в периинфарктной коре по сравне-нию с группой псевдовмешательства, а после введе-ния ангомира микроРНК-424 уровень МДА снизился (рис. 3Б и 3В, см. на цв. вклейке; р<0,05). Эти данные показывают, что микроРНК-424 подавляет образова-ние АФК и может защитить головной мозг от оксидан-тного повреждения, вызванного И/Р.
Рисунок 4. МикроРНК-424 стимулируют экспрессию и активность антиоксидантов в коре головного мозга после ишемического/ реперфузионного (И/Р) повреждения. A. Содержание белка Mn-СОД в периинфарктной коре по результатам вестерн-блоттинга (n=3). Б. Влияние микроРНК-424 на активность Mn-СОД (n=6). Содержание Ec-СОД (В) и белка Nrf2 (Г) в периинфарктной коре по результатам вестерн-блоттинга (n=3 в каждой группе). И/Р обозначает мышей, которым выполнили окклюзию средней мозговой артерии (ОСМА
МикроРНК-424 индуцирует повышенную экспрессию Mn-СОД, Ec-СОД и Nrf2 после И/Р Mn-СОД и Ec-СОД обладают антиоксидантной активностью, то есть снижают образование АФК, в то время как Nrf2 является редокс-чувствительным фактором транскрипции, активирующим экспрессию СОД, тем самым защищая клетки от оксидантного стресса [20] [21] [22] . Для изучения влияния микроРНК-424 на экспрессию антиоксидантных ферментов и их активность in vivo, экспрессию Mn-СОД и Ec-СОД и активность Mn-СОД в периинфарктной коре оценили путем проведения вестерн-блоттинга и биохимических анализов. Уровни Mn-СОД были сходными у живот-ных в группах И/Р и псевдовмешательства, но после введения ангомира МикроРНК-424 происходило его повышение (рис. 4А, р<0,05). Активность Mn-СОД была выше в группе И/Р по сравнению с группой псевдовмешательства, а при введении микроРНК-424 происходило дополнительное повышение ее активнос-ти (рис. 4Б; р<0,05). Аналогичные изменения наблю-дали в отношении экспрессии Ec-СОД, которая была заметно повышена у животных в группе введения ангомира микроРНК-424 по сравнению с группами псевдовмешательства и И/Р (рис. 4В; р<0,05). Кроме того, введение ангомира микроРНК-424 также инду-цировало повышенную регуляцию экспрессии Nrf2 по сравнению с группой И/Р (рис. 4Г; р<0,05).
МикроРНК-424 блокирует Н 2 О 2 -индуцированное оксидантное повреждение первичных нейронов коры Для непосредственной оценки антиоксидантных эффектов микроРНК-424, первичные кортикаль-ные нейроны, трансфектированные микроРНК-424 или контрольным ангомиром, подвергали воздейст-вию Н 2 О 2, а затем изучали жизнеспособность кле-ток и высвобождение ЛДГ. Под воздействием Н 2 О 2 снижалась жизнеспособность нейронов и повышался уровень ЛДГ. С другой стороны, введение ангомира микроРНК-424 увеличивало жизнеспособность клеток (рис. 5А; р<0,05) и подавляло высвобождение ЛДГ (рис. 5Б; р<0,05). Защитная функция микроРНК-424 в отношении жизнеспособности клеток блокировалась РНК-опосредованным нокдауном экспрессии Nrf2 и введением ингибитора СОД; высвобождение ЛДГ час-тично подавлялось снижением Nrf2 и подавлялось ингибитором СОД (рис. 5Б; р<0,05).
Для подтверждения положительного влияния мик-роРНК-424 на антиоксиданты in vivo изучали актив-ность Mn-СОД и содержание МДА. Биохимические анализы показали, что активность Mn-СОД в пер-вичных кортикальных нейронах, которая была сни-жена под воздействием Н 2 О 2 , повысилась у животных ■ ОБСУЖДЕНИЕ В настоящем исследовании изучали роль мик-роРНК-424 у мышей с церебральным И/Р повреждени-ем и влияние микроРНК-424 на первичные кортикаль-ные нейроны, подвергнутые оксидантному стрессу под воздействием Н 2 О 2 . Сначала происходило повышение, а затем снижение содержания микроРНК-424 в пери-инфарктной коре головного мозга в течение 24-часо-вого периода после И/Р. При введении ангомира мик-роРНК-424 непосредственно после ишемии головного мозга обнаружили уменьшение размера очага ише-мии, снижение интенсивности апоптоза нейронов и оксидантного стресса в головном мозге. Эти эффекты сопровождались увеличением содержания СОД и экс-прессии Nrf2 и повышением активности СОД, демонс-трируя защитное влияние микроРНК-424 при тран-зиторном очаговом И/Р повреждении посредством стимуляции антиоксидантных реакций в нейронах.
Избыточное образование АФК оказывает вредное воздействие при церебральном И/Р повреждении, при-водя к оксидантному стрессу и гибели нейронов [23] . В настоящем исследовании показали, что введение микроРНК-424 препятствовало избыточному образо-ванию АФК и МДА в периинфарктной коре головного мозга после И/Р и развитию H 2 O 2 -индуцированного оксидантного стресса в первичных кортикальных ней-ронах. МикроРНК-424 также блокировала избыточное высвобождение ЛДГ и увеличение содержания МДА, вызванные воздействием H 2 O 2 , и повышала жизне-способность клеток и активность Mn-СОД в первич-ных кортикальных нейронах. Эти защитные эффекты подавлялись нокдауном Nrf2 и введением ингибитора СОД. В совокупности полученные результаты свиде-тельствуют о том, что микроРНК-424 уменьшает окси-дантный стресс in vivo и in vitro.
МикроРНК участвуют в клеточном ответе на окси-дантный стресс посредством различных механизмов [24] [25] [26] [27] ; одним из них является система антиоксидант-ной защиты, отвечающая за предотвращение накоп-ления АФК во время церебральной И/Р. Некоторые микроРНК нацелены непосредственно на антиокси-дантные/оксидантные гены; например микроРНК-34а индуцирует апоптоз в линии клеток глиомы чело-века путем повышения экспрессии никотинамид аде ниндинуклеотидфосфатоксидазы-2 и образования АФК [24] , в то время как микроРНК-155 модулирует содержание АФК посредством влияния на SH2-домен-содержащую инозитол 5-фосфатазу в макрофагах [25] . Кроме того, микроРНК предотвращает апоптоз клеток, индуцированный оксидантным стрессом; например микроРНК-214 защищает кардиомиоциты от H 2 O 2 -индуцированного повреждения посредством влияния на фосфатазу и гомолог тензина [26] , в то время как микроРНК-92а ингибирует H 2 O 2 -индуцированный апоптоз гладкомышечных клеток сосудов путем воз-действия на c-Jun-N-терминальную киназу киназой митоген-активируемой протеинкиназы [27] . В настоящем исследовании изучили влияние мик-роРНК-424 на экспрессию и активность эндогенных антиоксидантов Mn-СОД и Ec-СОД, 2 ферментов, кото-рые содействуют восстановлению головного мозга после И/Р [28, 29] . Полученные результаты впервые проде-монстрировали роль микроРНК-424 в качестве моду-лятора антиоксидантов после И/Р, который действует путем повышения содержания Mn-СОД и Ec-СОД и стимуляции активности Mn-СОД. Экспрессия СОД в периинфарктной коре в течение 24 часов после репер-фузии не изменялась, но была повышена активность Mn-СОД; в первичных кортикальных нейронах актив-ность Mn-СОД снизилась через 6 часов после воздейс-твия H 2 O 2 . В обоих случаях, микроРНК-424 индуцирова-ла повышение содержания СОД. Экспрессия Mn-СОД в ответ на оксидантный стресс отличается в зависимости от используемой модели; однако микроРНК-424 может активировать экспрессию СОД независимо от условий эксперимента. Кроме того, повышение уровня Nrf2 при-водит к усилению активности Mn-СОД и Ec-СОД [30] [31] [32] [33] [34] . В этом исследовании, экспрессия Nrf2 была инду-цирована введением микроРНК-424, позволяя предпо-ложить, что Nrf2 является целью для микроРНК-424; кроме того, защитная функция микроРНК-424 в отно-шении нейронов подавлялась снижением Nrf2 и инги-битором СОД. Эти результаты показывают, что мик-роРНК-424 стимулирует эндогенную антиоксидантную систему в нейронах, обеспечивая защиту от оксидантно-го по-вреждения во время транзиторной церебральной И/Р. Тем не менее необходимы дальнейшие исследо-вания для подробного изучения механизмов, лежащих в основе регулирования экспрессии Nrf2 и СОД под воздействием микроРНК-424.
■ ВЫВОДЫ В настоящем исследовании показали, что избыточ-ная экспрессия микроРНК-424 защищает от транзи-торного очагового церебрального И/Р повреждения in vivo и подавляет Н 2 О 2 -индуцированный оксидант-ный стресс in vitro посредством активации антиокси-дантного ответа. Эти выводы обосновывают резуль-таты нашего предыдущего исследования, в котором продемонстрировано, что высокое содержание мик-роРНК-424 ассоциировано с развитием благоприятно-го исхода у пациентов с ишемическим инсультом [15] . В связи с этим применение микроРНК-424 является перспективным диагностическим и терапевтическим методом при ишемическом инсульте. Тем не менее до клинического применения достаточно дале-ко, поскольку необходимо решить еще несколько серьезных проблем; одной из которых является путь доставки микроРНК в головной мозг. Очевидно, что непосредст венное введение микроРНК в головной мозг пациентов будет ограничено из-за инвазивнос-ти метода и его высокой стоимости. Внутривенное введение более легко осуществимо и безопасно, но недостатком этого метода является плохое проник-новение микроРНК в головной мозг из-за гемато-энцефалического барьера. В последнее время стали использовать интраназальное введение микроРНК с последующим поступлением вещества в головной мозг [35] . Предметом изучения в будущих исследова-ниях будет эффективность микроРНК-424 при внут-ривенном или интраназальном введении в моделях инсульта у мышей.
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